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論 文 内 容 要 約 
 
 
[序論] 
タンパク質は生体機能をつかさどる主要な高分子であり、生理活性天然物や薬剤のような低分子リガ
ンドの多くは、その標的タンパク質に対して結合することでその活性を発現している。このような受容
体タンパク質の選択的なラベル化法として、アフィニティー標識化が挙げられる 1。近年、求電子性反
応基を用いたアフィニティー標識化が急速に発達してきているものの、その多くは主としてタンパク質
表面を修飾する。その一方、タンパク質のリガンド結合ポケット内部は疎水的環境であり、有機化学反
応に有利な環境を与えると考えられる。そこで、本博士論文において分子認識による近接効果をドライ
ビングフォースとした、リガンド結合ポケット内部でのアフィニティー標識化の有用性を検討した。 
 
[第一章 反応基組み込み型天然物アナログによる細胞内標的タンパク質の効率的な修飾法の開発] 
【序】タンパク質の選択的な化学修飾は、未知標的タンパク質の同定やイメージング、機能解析につながる有用
な手法である。細胞内のような夾雑環境下で小分子リガンドの標的タンパク質を化学修飾する方法として、アフ
ィニティー標識化が挙げられる 1。この方法は、リガンドの認識に関与しない部位に反応基を導入した標識化剤
を主に用いるため、修飾部位は主としてタンパク質表面に限定されてきたが、生細胞内のような夾雑系での効率
的かつ特異的な化学修飾はいまだ困難である。そこで本研究では、標的タンパク質の結合ポケット内部を化学
修飾できる反応基組み込み型標識化剤 （Fig. 1a） の開発を試みた。リガンドに直接反応基を組み込むことで、
立体障害による反応性官能基の立体保護効果により非特異的な標識化が低減されるとともに、顕著な近接効
果から生細胞内でのより選択的かつ効率的な標識化が期待された。 
【結果と考察】 モデル標的タンパク質として FK506 Binding Protein 12 (FKBP12)を、リガンドとして FK506
合成類縁体（1）を選択した。複合体の結晶構造を基に、FKBP12 の結合ポケット内部へ反応性官能基を配置
した組み込み型標識化剤（2,3）と、標的タンパク質表面へ反応性官能基を配置した従来型標識化剤（4）を設
計・合成し（Fig. 1b）、それらの標識化効率を in vitro および in cell で比較した。その結果 in vitro では、反応
性官能基の配置による標識化効率の違いはほぼ見られなかったが、in cell では 4 による標識化は確認されな
かったのに対して、3 では効率的、かつ選択的な FKBP12 の標識化が確認された（Fig. 1c）。詳細な検討の結
果、この顕著な差は細胞内の分子クラウディング環境が大きく影響していることが示唆された 2。本戦略は、内在
性タンパク質の修飾を目的とした標識化剤の設計に有用な知見となることが期待される。 
 
 
 
                                       
 
 
[第二章 反応性アンタゴニストによる植物ホルモン受容体のタンパク質間相互作用の制御] 
【序】 植物ホルモンジャスモン酸イソロイシン（JA-Ile）や、その構造ミミックである植物毒素コロ
ナチン（COR）は、F-ボックスタンパク質 COI1 と転写リプレッサータンパク質 JAZ 間のタンパク質
間相互作用（PPI）を誘起することで、植物の病原菌感染防御応答や生長阻害など多様な生理活性を引
き起こす。モデル植物シロイヌナズナのゲノム中には 1 種類の COI1 と 13 種類の JAZ サブタイプがコ
ードされており、各 JAZ は各々異なる機能を持つと考えられている。JA-Ile や COR は、ほとんどの
JAZ サブタイプと COI1 との PPI を誘導することで、多様な生理機能を発現する。従って、特定の JAZ
サブタイプに対して選択的に PPI を誘導できれば、各 JAZ のもつ機能解明に役立つと期待できる。本
研究では、COI1-JAZ の PPI 阻害剤 COR-MO3に、求電子性官能基を導入した「反応性アンタゴニスト
（RA）」によるサブタイプ選択的 PPI 誘導戦略を提案する。COR-MO は、COI1 と結合した後に、JAZ
との PPI を阻害するアンタゴニストである。しかし、COR-MO に求電子性反応基を導入した RA は、
適切な部位に求核性官能基を配置したリコンビナント JAZ との間での共有結合を形成すると考えられ
る。このため、望む JAZ サブタイプに求核性アミノ酸を点変異で導入すれば、求電子性反応基をもつ
RA との間でのサブタイプ特異的 PPI が期待できる。 
【結果と考察】COI1-COR-JAZ1 の結晶構造と in silico Docking より、COR-MO へ臭化アルキル基を
導入した RA 及び JAZ1 の 203Ile を Cys に点変異した I203CJAZ1 をそれぞれ設計した。RA は in vitro
で PPI 依存的に I203CJAZ1 と反応し、さらに全ての野生型 JAZ とは結合せず I203CJAZ1 と選択的に結合
することが判明した。すなわちこれまでにない高い選択性を持つことが示唆された。以上から、RA 戦
略は点変異を導入した JAZ サブタイプに対して、特異的に PPI を誘導できる有用な手法であることが
示唆された。 
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Figure 1. (a)Schematic illustrations of conventional affinity labeling reagent (top) and reactive 
group-embedded affinity labeling reagent (bottom). (b) Chemical structures of synthetic ligand of 
FKBP12 (SLF, 1) and affinity labeling reagents 2–4. (c) Results of endogenous FKBP12 labeling 
by using 2–4 in HeLa cells: chemiluminescence image detected with anti-FKBP12 (top) or 
StreptAvidin-HRP (bottom). 
                                       
[結論]  
第一章において、リガンド結合ポケット内部を修飾できる反応基組み込み型標識化剤を考案し、従来
の表面を修飾するアフィニティー標識化剤と比較してその有用性を示した。また第二章において、アン
タゴニストを基体とした反応性アンタゴニスト戦略を植物ホルモン JA-Ile の受容体である COI1-JAZ
へ展開し、点変異を導入した JAZ サブタイプに対して、特異的に PPI を誘導することに成功した。 
以上のように、リガンド結合ポケット内部での化学修飾を用いることで、アフィニティー標識化剤の
新たな可能性を提示した。 
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